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多色探针熔解曲线法在卡马西平不良反应相关基因检测中的临床评价 
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摘要：目的  对多色探针熔解曲线法(multicolor melting curve analysis，MMCA)用于卡马西平不良反应相关的 HLA-B*15:02
基因检测进行临床评价。方法  收集厦门市中心血站 1 147 份厦门地区无偿献血者的外周静脉血样本，经基因 DNA 提取
后，按双盲对照试验，分别应用 MMCA 法和 HLA-SBT 测序法对各样本进行 HLA-B*15:02 基因检测，比较 2 种检测方法
的符合率。对于检测结果不一致的标本，采用第三方 Sanger 测序和电泳验证，计算总符合率。结果  采用 MMCA 法共
检出 77 份 HLA-B*15:02 阳性标本，1 070 份 HLA-B*15:02 阴性标本。采用 HLA-SBT 测序法共检出 74 份 HLA-B*15:02
阳性标本，1 070 份 HLA-B*15:02 阴性标本，以及 3 份无明确的分型信息的标本(仅显示为 B*15:VG-B*15:CYS 型)。该 3
份标本经 Sanger 测序以及电泳验证，确认为 HLA-B*15:02 阳性标本。因此，MMCA 法检测 HLA-B*15:02 基因的阳性检
出率为 100%(77/77)，阴性检出率为 100%(1 070/1 070)，总符合率为 100%(1 147/1 147)。此外，在 1 147 份临床标本中共
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Clinical Evaluation of Multicolor Melting Curve Analysis for Detecting Gene Related to 
Carbamazepine-induced Adverse Drug Reactions 
 
PEI Bin1, GUO Xiaotong2, RAN Peng1, HUANG Qiuying2, HONG Suyun1, ZHONG Xueting2, LI Qingge2* 
(1.Xiamen Blood Center, Xiamen 361004, China; 2.School of Life Sciences, Xiamen University, Xiamen 361102, China) 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To evaluate the effect of multicolor melting curve analysis(MMCA) for detecting HLA-B*15:02 
gene related to carbamazepine-induced adverse drug reactions. METHODS  A blind test of 1 147 peripheral blood samples 
collected from Xiamen Blood Center was performed to validate the agreement between MMCA assay and HLA-SBT assay. 
Sanger sequencing and electrophoresis were used to confirm inconsistent results of two methods, the agreement for all methods 
was validated. RESULTS  In this study, 77 cases were identified as positive samples and 1 070 cases were identified as 
negative samples by MMCA assay. For HLA-SBT assay, 74 HLA-B*15:02 positive samples, 1 070 negative samples and 3 
uncertain samples(only showed B*15:VG-B*15:CYS) were detected. Three uncertain samples were confiremed to be 
HLA-B*15:02 positive samples by Sanger sequencing and electrophoresis. Therefore, the positive agreement, negative agreement 
and total agreement of HLA-B*15:02 gene detection by MMCA assay were 100%(77/77), 100%(1 070/1 070) and 100% 
(1 147/1 147). The percentage of positive samples was 6.7%(77/1 147) which was reasonable compared to previous reports. 
CONCLUSION  MMCA assay is a convenient and rapid method with high sensitivity and excellent specificity, and promises to 
be a powerful tool for the clinical diagnosis of HLA-B*15:02 gene. 
KEY WORDS: carbamazepine; gene detection; multicolor melting curve analysis; HLA-B*15:02; adverse reaction 
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2004 年 Chung 等对台湾地区汉族人群进行研
究 [11]，在全世界首次报道 HLA-B*15:02 基因与































melting curve analysis，MMCA)应用于 CBZ 不良
反应相关的 HLA-B*15:02 基因检测的可行性和准
确性，本研究用该方法对 1 147 份外周血标本进行
了临床应用评价。 
1  对象与方法 
1.1  研究对象 
收集在厦门市中心血站经过HLA-SBT测序法





1.2  方法 






DNA 的终浓度调节至 10 ng·μL1，直接使用或置
于 -20 ℃ 冰 箱 中 保 存 备 用 。 DNA 样 本 的
A260 nm/A280 nm 比值在 1.6~2.0 之间，A260 nm/A230 nm
比值≥2.0。 
1.2.2  HLA-SBT 测序法检测 HLA-B 基因  采用
美国 Life Technologies 公司的 SeCore SBT 试剂盒
进行 HLA-B 基因检测，其中 B 座位等位基因分型
试剂批号为 1540309，所采用的仪器为 AB-3130
基因分析仪。 
1.2.3  MMCA 检测 HLA-B*15:02 基因  HLA-B*15
是 HLA-B 基因座位上最大、最具多态性的基因家
族，有 150 种以上的等位基因型，其多态性位点
主要集中在外显子 2 和外显子 3 区域。根据 NCBI
数据库提供的序列比对工具 dbMHC Sequence 
Alignment Viewer 可对 HLA-B 座位的各基因型进
行序列比对，决定 HLA-B*15:02 基因分型的核心
基因位点主要有编码区第 193 位(G)、第 209 位(C)、
第 259 位(A)、第 261 位(C)、第 277 位(A)、第 302
位(A)、第 353 位(T)、第 355 位(A)。HLA-B*15:02
基因检测试剂盒(荧光 PCR 熔解曲线法)由厦门致
善生物科技股份有限公司提供。每份标本仅需通




增人 HLA 基因，再通过对荧光标记探针与 PCR
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产物形成的双链杂交体进行熔解曲线分析来判断
样本是否带有 HLA-B*15:02 基因。具体检测流程





为：50  UNG℃ 酶处理 2 min；95 ℃预变性 10 min；
Touchdown 循环：95 ℃变性 30 s，65 ℃退火 30 s，
每次循环减 1 ℃，76 ℃延伸 30 s，循环 10 次；PCR
扩增循环：95 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，76 ℃
延伸 30 s，循环 50 次；熔解曲线分析程序：95 ℃
变性 1 min，35 ℃退火 3 min，熔解曲线分析
(45~85 ℃，每 0.04 ℃采集 FAM、HEX、ROX 通
道荧光信号)。参照试剂盒说明书进行样本基因型
判读。 
1.2.4  Sanger 测序验证  应用 Sanger 测序法对
MMCA 法和 HLA-SBT 测序法检测结果不一致的
标本进行相应片段的 PCR 扩增测序验证[测序由
生工生物工程(上海)股份有限公司完成]。 
1.2.5  临床数据分析  按照双盲对照试验，每份
标本均采用 MMCA 法和 HLA-SBT 测序法进行
HLA-B*15:02 基因检测。试验完成后进行揭盲，计
算 MMCA 法和 HLA-SBT 测序法的符合率。对于
检测结果不一致的标本，采用第三方 Sanger 测序
验证，计算总符合率。 
2  结果 







Tm 值在 HEX 通道阳性特征峰的参考区间内，则检
测结果有效，可进一步根据 FAM、ROX 通道的熔
解信号判断模板类型，当 FAM 和 ROX 通道同时
出现正常熔解峰，并且 Tm 值在阳性特征峰的参考
范围内时，表明样品带有 HLA-B*15:02 基因；当
FAM 和 ROX 任一通道无熔解峰或任一通道为非
阳性特征峰时(Tm 值不在阳性特征峰的参考范围
内)，表明样品不带有 HLA-B*15:02 基因。 
表 1  HLA-B*15:02 阳性特征峰的熔点(Tm)参考值范围 
Tab. 1  Reference range of HLA-B*15:02 positive melting 
temperature 
基因 荧光通道 阳性特征峰的 Tm/℃
β-globin HEX 61.92~64.54 
HLA-B*15:02 特征区域 1 FAM 65.00~67.97 
HLA-B*15:02 特征区域 2 ROX 68.87~71.17 
MMCA 法检测阳性样本和阴性样本的典型结
果图见图 1。图 1A：HEX 内控峰正常且在阳性特
征峰的 Tm 参考值范围内，FAM 和 ROX 通道同时
出现正常熔解峰且在阳性特征峰的 Tm 参考范围
内，为阳性标本；图 1B：HEX 内控峰正常且在阳
性特征峰的 Tm 参考值范围内，但 ROX 通道无熔
解峰，为阴性标本；图 1C：HEX 内控峰正常且在








图 1  MMCA 法检测阳性样本和阴性样本的典型结果图 
Fig. 1  Detection results of positive sample and negative samples by MMCA 
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2.2  MMCA 法和 HLA-SBT 测序法的检测结果比较 
本研究共检测 1 147份人类基因组DNA样本。
采用 MMCA 法共检出 77 份 HLA-B*15:02 阳性标
本， 1 070 份 HLA-B*15:02 阴性标本。采用
HLA-SBT 测序法共检出 74 份 HLA-B*15:02 阳性
标本，1 070 份 HLA-B*15:02 阴性标本，以及 3 份
无 明 确 的 分 型 信 息 的 标 本 ( 仅 显 示 为
B*15:VG-B*15:CYS 型)，该 3 份标本检测结果无
效。在 MMCA 法和 HLA-SBT 测序法都给出有效
检测结果的 1 144 例样本中，2 种检测方法的符合
率为 100%。 
3 份无明确的分型信息的标本仅显示为
B*15:VG-B*15:CYS 型 ， 其 中 B*15:VG 代 表
B*15:01 或 B*15:02，B*15:CYS 代表 B*15:15 或
B*15:25 ， 即 该 3 份 标 本 的 基 因 型 可 能 为
B*15:01-B*15:15 、 B*15:01-B*15:25 、 B*15:02- 
B*15:15、B*15:02-B*15:25 中的一种。为了评估
MMCA 体系的准确性，需采用 Sanger 测序验证或
电泳等第三方对照方法进一步确认该 3 份标本的
基因型。 
2.3  MMCA 法和 HLA-SBT 测序法检测结果不相
符的样本分析结果 
2 种检测方法对 3 份标本的检测结果出现差异，
采用 MMCA 法检测结果为 HLA-B*15:02 阳性标本，
而采用 HLA-SBT 测序法无法得出明确分型信息(仅
显示为 B*15:VG-B*15:CYS 型)，需采用 Sanger 测序
验证和电泳来确认每份标本的基因型是属于
B*15:01-B*15:15 、 B*15:01-B*15:25 、 B*15:02- 
B*15:15、B*15:02-B*15:25 中的哪一种。 
首先采用 Sanger 测序验证。在 NCBI 数据库中
进行序列比对，B*15:01、B*15:02、B*15:15、B*15:25 
4 种等位基因型在外显子区一共有 8 个差异位点，分
别为 259，261，353，355，369，409，538，539 位
点，见图 2。图中显示的是 B*15:01、B*15:02、
B*15:15、B*15:25 与参照序列 HLA-B*07:02:01 的
比对结果，“-”表示相同的序列，“.”表示缺失的
序列。对 3 份无明确分型信息标本的 HLA-B 基因进




对于剩下 2 种可能 (B*15:01-B*15:15 和
B*15:02-B*15:25)，由于其测序结果在差异位点均
显示为杂合峰(无差异)，无法判断标本为哪一种基
因型。因此又针对差异的 259，261 和 353，355，
369 位点根据 HLA-B*15:02 序列设计一对序列特
异性上、下游引物：F：5'-GAGTATTGGGACCG 
GCCGGAAC-3'； R： 5'-GCAGCCATACATCCTC 
TGGATGA-3'。等位基因型 B*15:01、B*15:02、
B*15:15、B*15:25 在 F、R 覆盖区的差异位点见表 2。 
 
图 2  B*15:01、B*15:02、B*15:15、B*15:25 差异位点 
Fig. 2  The differences among B*15:01, B*15:02, B*15:15 
and B*15:25 
 
图 3  3 份 B*15:VG-B*15:CYS 标本的测序结果 
Fig. 3  The sequencing results of three B*15:VG-B*15:CYS 
samples
表 2  B*15:01、B*15:02、B*15:15、B*15:25 在 Fa、Ra 区域差异位点 
Tab. 2  Different sites in Fa and Ra regions among B*15:01, B*15:02, B*15:15, B*15:25 
HLA-B allele F 上游引物覆盖区(5'-3')a R 下游引物覆盖区(5'-3')a,b 
HLA-B*15:01 GAGTATTGGGACCGGCCGGGAG CCCTCCAGAGGATGTACGGCTGC 
HLA-B*15:02 GAGTATTGGGACCGGCCGGAAC TCATCCAGAGGATGTATGGCTGC 
HLA-B*15:15 GAGTATTGGGACCGGCCGGAAC CCCTCCAGAGGATGTACGGCTGC 
HLA-B*15:25 GAGTATTGGGACCGGCCGGGAG TCATCCAGAGGATGTATGGCTGC 
注：a 带下划线的碱基代表与上下游引物错配的碱基；bR 覆盖区的正链序列。 
Note: aThe underlined basesdenote mismatchedsttes with primers; bsequence of positive strand covered by R. 
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找出在 F、R 覆盖区与 B*15:01、B*15:02、
B*15:15、B*15:25 相同的纯合型标本，模拟
B*15:01、B*15:02、B*15:15、B*15:25 基因型模
板，用 F 和 R 对该 3 份无明确分型信息的标本进
行扩增，同时引入一对 HBB 的引物作为内控，PCR
扩增之后对产物进行电泳，F、R 的目的条带为
417 bp，HBB 基因的内控条带为 360 bp。图 4 中
泳道 1 为 1 000 bp Marker；泳道 2 为空白对照；
泳道 3，4，5 为 3 份 B*15:VG-B*15:CYS 标本；泳
道 6 为 HLA-B*15:01 模拟模板；泳道 7 为
HLA-B*15:02 阳 性 对 照 模 板 ； 泳 道 8 为
HLA-B*15:15 模拟模板；泳道 9 为 HLA-B*15:25
模拟模板。电泳结果显示，B*15:01、B*15:15 和
B*15:25 基因型模板仅能扩增出一段 360 bp 的内
控片段，而 B*15:02 阳性模板除了内控片段还能扩
增出一段 417 bp 的 HLA-B 基因片段。由于 3 份无
明确分型信息标本的电泳结果显示为与 B*15:02
阳性对照相同的 2 个条带，因此可以确定该 3 份




检出率(1 070/1 070)和总符合率(1 147/1 147)均为
100%。此外，MMCA 法在 1 147 份临床标本中共
检出 77 份阳性结果，HLA-B*15:02 的携带率为
6.7%(77/1 147)，与文献报道的数据[38]基本一致。 
 
图 4  3 份 B*15:VG-B*15:CYS 标本的电泳结果 
Fig. 4  The agarose gel electrophoresis results of three 
B*15:VG-B*15:CYS samples 
3  讨论 
临床药理学实施联盟(Clinical Pharmacogenetics 
Implementation Consortium ， CPIC) 针 对 携 带
HLA-B*15:02 基因的患者发布了 CBZ 的用药指
南：若患者出现不良反应，无论种族，都不应继
续使用 CBZ 进行治疗；若患者服药 3 个月以上而
未出现皮肤不良反应，CBZ 可以被谨慎使用[17,39]。










目 前 HLA-B*15:02 的 主 要 检 测 方 法 是
PCR-SSP 技术[40]，但该方法存在明显缺陷。本研
究通过 MMCA 法对 1 147 例外周血标本的
HLA-B*15:02 基因进行检测，经与 HLA-SBT 测序
法比较，1 070 份 HLA-B*15:02 阴性标本的检测结
果相符，74 份 HLA-B*15:02 阳性标本的检测结果
相符，另有 3 份标本的检测结果有差异，这是由
于 HLA-SBT 测序法的分辨率只有约 90%，一些相
似的基因型无法区分所致，经第三方对照方法验
证确认，该 3 份标本为 HLA-B*15:02 阳性标本，















HLA-B*15:02 与大多数其他 HLA-B 等位基因型区
别开来，但是无法区分 15:88，15:89，15:112，
15:121，15:144，15:194，15:213，15:223，15:265
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于 CBZ 不良反应相关的 HLA-B*15:02 基因的临床
辅助检测。 
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